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biantennary H4N2 (Man GlcNAc , m/z 1095.025) or the triantennary H5N2 (Man GlcNAc , m/z 1257.171), H6N2 (Man GlcNAc ,
m/z 1419.308), H7N2 (Man GlcNAc , m/z 1581.433) and H8N2 (Man GlcNAc , m/z 1743.564). In addition, we observed peaks
corresponding to the biantennary hybrid N­glycans H3N3 (Man GlcNAc , m/z 1136.077), H4N3 (Man GlcNAc , m/z 1298.221),
H5N3 (Man GlcNAc , m/z 1460.358) and H6N3 (GlcMan GlcNAc , m/z 1622.476). Further peaks in the glycan profile were
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biotinylated ConA (0.05 μg/ml, Sigma) in PBS containing 1 mM MgCl , 1 mM CaCl , 1 mM MnCl , 0.05% IGEPAL and 0.25% BSA.
In all cases, specific inhibitors of lectin binding such as chitin hydrolysate (1:10 dilution, Vector Laboratories, Inc.) for TL, D­lactose
(0.2 M, Sigma) for ECL and methyl α­D­ mannopyranoside (0.5 M, Sigma) for ConA were used as carbohydrate­specific binding
controls. Finally, glycoproteins were detected with Extravidin­peroxidase conjugated (Sigma) by chemiluminescent detection ECL
Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare).
T. brucei VSG221 N­glycan analysis
Glycan profiling by mass spectrometry and liquid chromatography was performed to gain a more detailed view of VSG glycosylation
including the relative quantification of glycan distribution. T. brucei VSG221 samples (50 μg) of parental (Tb BSF) and resistant
(PRM­A100) cells were denatured and enzymatically deglycosylated with PNGase F according to the manufacturer´s instructions
(New England Biolabs, PNGaseF glycerol free). After deglycosylation, the protein fraction was removed by filtration on a 10 kDa
spin filter (Amicon Ultra­0.5 ml Centrifugal Filters, Merck Millipore), recovering the free glycans in the filtrate. The released glycans
from 50 μg of VSG221 protein were purified over C18 loaded Zip­Tips to remove polymers, the sample was treated with 1 μl of
sodium citrate tribasic (1 mM) to favour the exclusive production of sodium adducts and subjected to MALDI­TOF MS analysis.
Super­DHB was used as MALDI matrix as a 20 mg/ml solution in ACN. 1 μl of both sample and matrix solution were spotted to the
MALDI sample plate into the same spot. The spectra were recorded in reflector positive mode in the 700–3000 Da range, on an
UltrafleXtreme III MALDI­TOF, Bruker Daltonics, Germany. Further information on glycan structure was obtained by fragmentation
by MALDI­TOF MS selecting the ions 2393 m/z, 2028 m/z and 1663 m/z, and employing in­source fragmentation routine (LIFT,
Bruker). Glycan fragments were identified using the Flexcontrol Ultraflex TOF/TOF software application and GlycoWorkBench 2.1
free software.
A relative quantification of the glycan profile was performed by analysing procainamide labelled glycans by UPLC­FLD­MS. Glycans
were enzymatically released from 50 μg of filtered VSG221, dried and labelled with procainamide (procainamide/cyanoborohydride
in DMSO/AcOH) for 3h at 60°C. The labelled glycans were dried, redissolved in ACN, and analysed by UPLC­FLD on an Acquity
UPLC Glycan BEH amide column (1.7 μm, 2.1 mm x 150 mm) in ammonium formate/ACN. Fluorescent labelled glycans were
detected with a FLD and an ESI­TOF mass analyser.
In vivo studies
PRM­S, a more soluble analogue of PRM­A, BMS181184 and BMY28864, were used to evaluate the trypanocidal activity in vivo of
CBAs. Groups containing between three to six C57BL/6 or Balb/C mice (6–8 weeks old) (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME)
were infected intraperitoneally with 5 x 10  monomorphic T. brucei brucei (PRM­S treatment) or 1 x 10  T. brucei rhodesiense
parasites (PRM­S, BMS181184 and BMY28864 treatment), respectively. Different dosages of 25 mg/kg and 50 mg/kg of PRM­S
(four dosages) and 50 mg/kg of BMS181184 and BMY28864 (three dosages), were administered once a day intraperitoneally (0.2
ml) starting on the third day post­infection. Compounds were initially dissolved in PBS at 12.5 mg/ml, followed by dilution in 0.5%
w/v hydroxypropylmethylcellulose, 0.4% v/v Tween 80 and 0.5% v/v benzyl alcohol used as dosage formulation. One group of mice
in each case was also infected and treated with the vehicle as control. Parasitaemia was monitored daily in a haematocytometer
and morphology was examined under a microscope from the third day post­infection and after tail blood extraction.
To study the effect of the glycosylation changes observed in PRM­A­resistant parasites on infectivity, 600 monomorphic T. brucei
brucei parasites of parental, PRM­A25, PRM­A50 and PRM­A100 strains were used to infect intraperitoneally between four and
seven female C57BL/6 mice per group, respectively (6–8 weeks old). Parasitaemia was monitored daily in a haematocytometer
under a microscope from the fourth day post­infection and after tail blood extraction.
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The animal research described in this manuscript complied with Spanish (Ley 32/2007) and European Union Legislation (2010/
63/UE). The protocols used were denoted as 1646/13 (PRM­A100 infection), 511/15.2 (PRM­A25 and PRM­A50 infection),
1947/13.A.1, 1947/13.B.1 and DGP.2/2014/CEEA (PRM­S treatment) and 2738/13.A.1 (BMS181184 and BMY28864 treatment) and
approved by the Animal Care Committee of the Instituto de Parasitología y Biomedicina “López­Neyra”, CSIC.
Statistical analysis
We expressed the results as the mean ± SD for each group, and comparisons between groups were performed using Student’s t­
tests using a commercially available, computer­based statistical package (GraphPad Software Inc.) for all calculations. A p value
≤0.05 was considered statistically significant.
Supporting Information
S1 Fig. EC  determination.
Growth inhibition profile of T. brucei brucei single­marker strain 427 bloodstream forms treated with different pradimicin derivatives.
Cells were cultured in triplicate for 48 hours with varying concentrations of pradimicins.
doi:10.1371/journal.ppat.1005851.s001
(TIF)
S2 Fig. Alignment of the VSG221 sequences from parental and PRM­A­resistant cell lines.
The alignment was obtained with ClustalW2 (EMBL­EBI).
doi:10.1371/journal.ppat.1005851.s002
(TIF)
S3 Fig. MALDI­TOF spectra of VSG221 N­glycans of parental (Tb BSF) and PRM­A100­resistant cell lines.
doi:10.1371/journal.ppat.1005851.s003
(TIF)
S4 Fig. MALDI­TOF fragmentation spectra (LIFT) of H7N6 glycans of the PRM­A100­resistant cell line.
doi:10.1371/journal.ppat.1005851.s004
(TIF)
S5 Fig. MALDI­TOF fragmentation spectra (LIFT) of H6N5 glycans of the PRM­A100­resistant cell line.
doi:10.1371/journal.ppat.1005851.s005
(TIF)
S6 Fig. MALDI­TOF fragmentation spectra (LIFT) of H5N4 glycans of the PRM­A100­resistant cell line.
doi:10.1371/journal.ppat.1005851.s006
(TIF)
S7 Fig. PCR analysis of the TbSTT3 genes using genomic DNA as template.
(A) Scheme of TbSTT3 genes and the likely rearrangements between TbSTT3B and TbSTT3C genes, which were observed in an
HHA20­resistant cell line and reported previously [5]. Name of the primers used in the study are included in the scheme. (B) PCR
product analysis of the full­length and chimeric TbSTT3 genes according to the scheme shown in panel A in both PRM­A50 and
PRM­A100 resistant strains.
doi:10.1371/journal.ppat.1005851.s007
(TIF)
S8 Fig. Sequencing of the ORFs and UTRs of the TbSTT3 genes.
Scheme of the DNA region containing the TbSTT3 genes. Sequencing was performed on DNA purified from agarose gels after
restriction endonuclease digestion using different primers.
doi:10.1371/journal.ppat.1005851.s008
(TIF)
S9 Fig. BMY28864 and BMS181184­treatment of Balb/C mice infected with T. brucei rhodesiense EATRO3 ETat1.2 TREU164.
(A and B) Parasitaemia of animals treated with 50 mg/kg of BMY28864 (A) BMS181184 (B) and the vehicle used as control. (C)
Kaplan­Meier survival analysis of mice infected and treated. † denotes the day of infection when mice died.
doi:10.1371/journal.ppat.1005851.s009
(TIF)
S1 Table. Oligosaccharyltransferase amino acid changes encoded by the TbSTT3A, TbSTT3B and TbSTT3C genes in PRM­A100­resistant cells
compared to the parental cell line.
doi:10.1371/journal.ppat.1005851.s010
(DOCX)
S1 Text. Text describes the methodology used to perform the plasmid constructs and transfection, as well as the DNA sequencing strategy for
oligosaccharyltransferase genes.
doi:10.1371/journal.ppat.1005851.s011
(DOCX)
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